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Resumen 
Las bacterias lácticas son microorganismos muy importantes desde el punto de vista de la 
industria agroalimentaria porque participan en la transformación primaria y en muchos 
casos en la maduración de una gran variedad de alimentos fermentados, donde se incluyen 
entre otros, derivados lácteos, vegetales y cárnicos, productos de panadería, bebidas 
alcohólicas y también enlatados. Las bacteriocinas son producidas por síntesis ribosomal y 
son segregadas por un gran número de bacterias, estas son péptidos con actividad 
antimicrobiana que tienen propiedades bactericidas contra otras especies estrechamente 
relacionadas con la cepa productora, sin embargo, recientemente este concepto se ha 
modificado ya que se han encontrado también acciones bactericidas contra cepas 
distanciadas filogenéticamente de la cepa productora. El presente trabajo tiene como 
objetivo mostrar las características de las bacterias ácido lácticas y sus bacteriocinas, como 
biopreservantes del queso fresco. 
Introducción 
La inocuidad es un concepto de gran importancia en la industria alimentaria debido a que 
compone la calidad de los alimentos, un alimento inocuo es aquel que no ocasiona daño o 
enfermedad a la persona que lo consume, Debido a la fuerte relación que existe entre la 
inocuidad y la salud de los consumidores, el obtenerla adquiere importancia fundamental e 
indiscutible.  Los alimentos durante su obtención, preparación, manipulación, transporte, 
almacenamiento o consumo, y por causas provocadas no deliberadamente, sufren 
variaciones en sus características organolépticas o sensoriales (color, aroma, textura, sabor), 
composición química o valor nutritivo, mediante factores físicos como la luz, agentes 
mecánicos, temperaturas extremas, mediante factores químicos como la incidencia del 
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oxígeno, metales pesados, y oxidación. Por otro lado los factores biológicos como insectos, 
parásitos y microorganismos que degradan los nutrientes. 
 
Debido a que las estrategias de conservación físicas como altas temperaturas alteran las 
propiedades organolépticas y nutricionales del alimento, se ha optado por la utilización de 
bioconservantes, estos son el uso de la microbiota natural como las BAL (bacterias acido 
lácticas) con el fin de obtener alimentos más seguros y hacer un frente contra los 
microorganismos patógenos que alteran el producto. Los principales patógenos en lácteos 
son: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli, sin embargo, el 
principal microorganismo causante del deterioro en quesos como el Kasseri, Emmental, 
Gruyére, Grana, Edam, Gouda es Clostridium tyrobutyricum (De Buyser y col., 2001), la 
bacteriocina Nisina ha demostrado ser efectiva en su control, también reducen  L. 
monocytogenes, S. aureus, y esporas de C. Sporogenes. Además, L. monocytogenes 
también es la causante de brotes de listeriosis asociados con el consumo de leche 
pasteurizada y quesos. (De la Fuente Salcido N, 2010.)  
Las BAL Bacterias acido lácticas, son microorganismos Gram positivos, generalmente 
inmóviles, no esporulados, no pigmentados y no reductores de nitratos, anaerobios 
aerotolerantes ya que, aunque en general carecen de catalasa, poseen peroxidasas y 
superóxido dismutasas que destruyen, respectivamente, el H2O2 y el O2- que se forman en 
condiciones de aerobiosis. Son muy exigentes nutricionalmente, ya que la mayoría de 
bacterias ácidos lácticas solo pueden obtener energía a partir de azucares y otros 
compuestos relacionados. (Fernández B. , 1996) 
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Las bacteriocinas son péptidos con más de 60 aminoácidos sintetizados por el ribosoma2. 
Las bacteriocinas son producidas por síntesis ribosomal y son segregadas por un gran 
número de bacterias para inhibir el crecimiento de otros microorganismos competidores. 
(Papagianni, 2003)  
Se consideran generalmente como antibióticos de espectro estrecho, aunque esto ha sido 
objeto de debate.  
Por otro lado hay que tener en cuenta la actividad del agua que en quesos esta entre 0,60 y 
0,85 lo cual restringe el crecimiento de la mayoría de microorganismos solo a 
microorganismos xerófilos, osmófilos o halófilos. (De la Fuente Salcido N, 2010.) 
Planteamiento del Problema 
El presente trabajo pretende aportar información en relación a la siguiente pregunta ¿Cuál 
es la proporción de las Bacterias Acido Lácticas productoras de bacteriocinas en la 
microbiota autóctona del queso fresco producido a pequeña escala? 
Objetivos 
Objetivo General 
• Realizar un estado del arte sobre el aislamiento y caracterización de 
bacterias Ácido lácticas productoras de bacteriocinas presentes en la 
microbiota autóctona del queso fresco. 
Objetivos Específicos 
• Compilar información científica sobre el queso y sus propiedades microbiológicas 
• Identificar las Bacterias Acido Lácticas (BAL) presentes en las muestras. 
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• Estudiar el modo de acción y los efectos de las bacteriocinas sobre la conservación 
del queso fresco producido a pequeña escala. 
• Describir la producción, extracción, y purificación de las bacteriocinas a partir del 
queso fresco. 
Justificación 
A lo largo de la historia se ha visto como el hombre se ha preocupado por el buen estado y 
la conservación de los alimentos que consume, por medio de métodos químicos y físicos 
para inhibir el crecimiento de los microorganismos que la descomponen y cambian sus 
propiedades naturales, formando compuestos impropios del producto, por esta razón la 
industria de alimentos usa conservantes químicos que pueden ser tóxicos, para evitar el uso 
de este tipo de conservantes, se buscan nuevas formas de evitar el desarrollo de estos 
microorganismos que causan el deterioro de los productos alimenticios. Es importante 
resaltar el desarrollo de nuevos conceptos respecto a los alimentos y su conservación, como 
son los llamados alimentos “saludables o funcionales” como un grupo en el cual se 
encierran múltiples alimentos que dan características nutricionales adicionales para el 
mejoramiento de la calidad de vida, con el fin de encontrar productos con mayor vida útil y 
a la vez ofrecer al consumidor alimentos con el mínimo procesamiento, para un adecuado 
aprovechamiento nutricional. 
Las bacterias acido lácticas son las responsables de la fermentación de diversos alimentos y 
como microorganismos pertenecientes a la microbiota autóctona del queso, son de gran 
utilidad en evitar el desarrollo de microorganismos deterioradores gracias a la producción 
de agentes antimicrobianos, tales como las bacteriocinas, el etanol, los ácidos orgánicos y 
entre otros metabolitos de gran importancia industrial.  
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Por su origen natural las bacteriocinas permiten su incorporación como protector de 
alimentos, por ser resistentes al calor y la acidez entre otros pueden utilizarse para 
incrementar la vida útil de muchos alimentos, en este caso quesos. Las BAL y sus 
bacteriocinas han motivado la investigación acerca de este tema que puede proporcionar 
una ventaja para el sector industrial en cuanto al incremento de la calidad higiénica de los 
alimentos y de sus características sensoriales. Las bacteriocinas como conservantes 
naturales producidas por las bacterias ácido  lácticas que componen la flora nativa del 
queso,  permiten reducir o eliminar los aditivos químicos cada vez menos deseados por el 
consumidor, además de ser usados para incrementar la vida útil de muchos alimentos, como 
en el caso del queso producido a pequeña escala. En el presente trabajo se caracterizaron las 
bacterias ácido lácticas productoras de bacteriocinas de interés industrial que inhiban el 
crecimiento de microorganismos que deterioran el queso producido a pequeña escala. 
Antecedentes 
Las bacterias lácticas son microorganismos muy importantes desde el punto de vista de la 
industria agroalimentaria porque participan en la transformación primaria y en muchos 
casos en la maduración de una gran variedad de alimentos fermentados, donde se incluyen 
entre otros, derivados lácteos, vegetales y cárnicos, productos de panadería, bebidas 
alcohólicas y también ensilados. Las bacteriocinas son producidas por síntesis ribosomal y 
son segregadas por un gran número de bacterias, estas son péptidos con actividad 
antimicrobiana que tienen propiedades bactericidas contra otras especies estrechamente 
relacionadas con la cepa productora, sin embargo, recientemente este concepto se ha 
modificado ya que se han encontrado también acciones bactericidas contra cepas 
distanciadas filogenéticamente de la cepa productora.  
ESTADO DEL ARTE DEL AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS PRODUCTORAS DE 
BACTERIOCINAS PRESENTES EN LA MICROBIOTA AUTÓCTONA DEL QUESO FRESCO PRODUCIDO A PEQUEÑA  
	  
Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de naturaleza peptídica y activas, 
generalmente, frente a microorganismos relacionados taxonómicamente con la especie 
productora. Se describieron por primera vez en Escherichia coli por Gratia en 1925. Dentro 
de las bacterias Gram positivas, las bacterias lácticas son un grupo especialmente rico en 
cepas productoras de bacteriocinas. Desde el descubrimiento de la nisina la obtención de 
bacteriocinas a partir de bacterias acido lácticas aisladas del queso fresco han sido 
estudiadas por Martínez (1996) en su tesis “Bacteriocinas de lactoccocus lactis de quesos 
asturianos: Nisisna y lactococina” teniendo como resultado 23 cepas aisladas de 
lactoccocus lactis de las cuales 21 de ellas sintetizan nisina, además de detectar lactococina 
en fase exponencial temprana. 
 
Zuñiga et al. En su trabajo sobre la “obtención de cultivos iniciadores productores de 
bacteriocinas de aplicación en la industria láctea” estudia un banco de cepas de BAL 
productoras de bacteriocinas que presenten actividad contra microorganismos patógenos o 
deterioradores para pequeños productores de lácteos de forma artesanal, nos demuestra que 
se pueden obtener gran variedad de cepas autóctonas al crear un banco de 280 cepas 
aisladas de productos lácteos, de las cuales el 33.2% mostraron actividad antibacteriana. 
Marco Teórico 
El Queso 
Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no 
madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporción entre las proteínas de suero 
y la caseína no sea superior a la de la leche, obtenido mediante: coagulación total o parcial 
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de la proteína de la leche, leche descremada/desnatada, leche parcialmente 
descremada/desnatada, crema (nata), crema (nata) de suero de quesería o suero de 
mantequilla o de cualquier combinación de estos materiales, por acción del cuajo u otros 
coagulantes idóneos, y por escurrimiento parcial del suero que se desprende como 
consecuencia de dicha coagulación, respetando el principio de que la elaboración del queso 
resulta en una concentración de proteína láctea (especialmente la porción de caseína) y que 
por consiguiente, el contenido de proteína del queso deberá ser evidentemente más alto que 
el de la mezcla de los materiales lácteos ya mencionados con base en la cual se elaboró el 
queso. (NTC, 2011) 
 
Aspectos Microbiológicos del Queso 
El principal microorganismo causante del deterioro en productos lácteos como el queso, es 
Clostridium tyrobutyricum y L. Monocytogenes agente causante de listeriosis. (De la Fuente 
Salcido N, 2010.)Cepas de Lactococcus lactis son ampliamente utilizados como cultivos 
iniciadores para varios tipos de quesos, productos lácteos fermentados, y mantequilla de 
nata madurado. La composición de muchos entrantes mesófilos incluye los cultivos 
productores de ácido (L. lactis subsp. Lactis y L. lactis subsp. Cremoris) y las bacterias 
ácido cítrico-fermentación, L. lactis subsp. Lactis var. Diacetylactis. La fermentación de los 
azúcares, que conduce a una disminución del pH es importante la leche y la reducción o 
prevención del crecimiento microbiano accidental, además de la producción de otras 
sustancias antimicrobianas (Izildinha Moreno., 2010). La adición de nisina en productos 
lácteos está permitido en ciertos países para evitar la descomposición durante la inadecuada 
refrigeración. (De la Fuente Salcido N, 2010.) La vida de anaquel de quesos pasteuriza- dos 
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adicionados con 301 UI/gr y 387 UI/gr de nisina en proceso es mucho mayor que la de 
quesos donde se aplicó la nisina después del proceso. (De la Fuente Salcido N, 2010.) 
 
Microorganismos Patógenos 
Las enfermedades transmitidas por alimentos se deben a prácticas higiénicas deficientes y 
al consumo de agua o alimentos contaminados. El consumo de los microorganismos 
patógenos que ocasionalmente se encuentra en los alimentos puede generar un proceso de 
infección en el organismo cuando el microorganismo es viable y se ingiere en número 
suficiente originando una intoxicación. En la intoxicación o toxi-infección los agentes 
patógenos consumidos a través del alimento se multiplican en el intestino produciendo 
toxinas o sustancias tóxicas, en este tipo de enfermedades en el queso se incluyen 
patógenos como; Klebsiella, pneumniae. (Ramírez , 2005) 
 
La Bioconservación 
En los últimos años se ha observado como el hombre se ha preocupado por la inocuidad de 
los alimentos que consume, es decir alimentos que se han elaborado en condiciones que 
garanticen una calidad sanitaria óptima con el mínimo procesamiento, “naturales”. La 
Bioconservación es descrita como el uso de microorganismos reconocidos como seguros 
(GRAS) y sus metabolitos para inhibir el desarrollo de patógenos y microorganismos 
alterantes de alimentos, en este caso el queso como producto lácteo rico en nutrientes es un 
medio favorable para el crecimiento de microorganismos alterantes y contaminación por 
parte de los mismos, generando un riesgo de toxiinfecciones alimentarias (TIA) en la 
población que lo consume, por ello una alternativa tradicional y natural de conservación es 
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la llamada Bioconservación, por medio del uso de bacterias acido lácticas y sus 
bacteriocinas que son inocuas para el consumidor y su microbiota intestinal. (García, 
Martínez, & Rodríguez) 
 
Bacterias Ácido Lácticas (BAL) 
Las bacterias acido lácticas son un grupo de bacterias Gram-positivas, muy heterogéneo 
desde el punto de vista filogenético, comúnmente no móviles producen ácido láctico como 
un producto principal o único del metabolismo fermentativo y otros compuestos como 
acetato, etanol, CO2, formato y succionato a partir de carbohidratos fermentables. (Zapata , 
Muñoz, Ruiz, & Gutierrez, 2009) (Hernandez, Pantoja, & Turriago, 2002) En general, las 
BAL son microorganismos de morfología bacilar o cocoide, no esporulados, no 
pigmentados, microaerofilicos o anaerobios facultativos, que poseen un contenido de 
guanina y citosina (G+C) inferior a 50 mol%. Todas las bacterias ácido lácticas crecen de 
manera anaeróbica. Sin embargo, a diferencia de muchos, la mayor parte de ellas no son 
sensibles a O2 y pueden crecer en su presencia o ausencia; por tanto, son anaerobios 
aerotolerantes. En general, las bacterias lácticas toleran bien concentraciones relativamente 
altas de ácidos y valores de pH más bajos que el resto de las bacterias por lo que suelen 
llegar a predominar en los hábitats que colonizan, pueden ser aisladas a partir de alimentos 
fermentados, masas ácidas, bebidas, plantas, y los tractos respiratorio, intestinal y vaginal 
de animales de sangre caliente entro otros. (Zapata , Muñoz, Ruiz, & Gutierrez, 2009) 
Comprenden los cuatro géneros tradicionales: Streptococcus (actualmente subdividido en 
Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus y Enterococcus), Lactobacillus, Leuconostoc y 
Pediococcus, a los que se han añadido otros como: Weissella, Oenococcus, Atopobium,
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 Alloicoccus, Aerococcus, Tetragenococcus y Carnobacterium. (Fernández 
B. , 1996) (Suárez, 2007) Estas bacterias son consideradas pro bióticos ya que contribuye  
de manera benéfica al balance de la flora intestinal y son efectivas en la prevención y 
control de desórdenes gastrointestinales. (Zapata , Muñoz, Ruiz, & Gutierrez, 2009) 
Las especies más usadas para retardar el deterioro y preservar los alimentos en forma 
natural son las de los géneros Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, 
Lactobacillus y Carnobacterium. Los cuales se han aislado a partir de granos, plantas 
verdes, productos lácteos y productos cárnicos, fermentación de verduras y las especies 
mucosas de los animales. (Londoño, 2013) 
La mayoría de bacterias lácticas poseen una limitada capacidad biosintética, debido a que 
solo pueden obtener energía a partir de azúcares y otros compuestos relacionados, por lo 
tanto son muy exigentes nutricionalmente y requieren factores de crecimiento complejos 
como aminoácidos, vitaminas y pirimidinas, pero por otro lado poseen una gran ventaja 
selectiva al poder desarrollarse en ambientes ácidos como consecuencia obligada de su 
metabolismo. (Fernández B. , 1996) 
 
Su hábitat natural es formar parte de la microbiota normal del cuerpo de los animales, 
encontrándose en el tracto respiratorio, intestinal y genitourinario, donde son saprofitas 
antagónicas de la colonización de patógenos, mejorando la digestibilidad de ciertos 
alimentos y participando como coadyuvantes inmunológicos. (Fernández B. , 1996) Así 
pues las bacterias ácido lácticas permiten preservar el valor nutritivo y la salubridad de la 
materia prima generando un ambiente poco favorable para el desarrollo de patógenos, sin 
afectar la salud del consumidor ya que sus productos del metabolismo han sido consumidos 
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desde hace mucho tiempo (Fernández B. , 1996). El amplio uso de las bacterias acido 
lácticas en la preservación de alimentos se debe a que producen ácidos orgánicos y una 
gran variedad de sustancias antimicrobianas como peróxido de hidrógeno (H2O2), el ácido 
láctico, el dióxido de carbono (CO2), diacetil y bacteriocinas (Zapata , Muñoz, Ruiz, & 
Gutierrez, 2009) (Fernández , Chanci, Wilches, & Cardona, 2008-2012).Actualmente las 
BAL son usadas como probióticos y cultivos iniciadores de productos lácteos, cárnicos, 
panadería y bebidas alcohólicas, gracias a la capacidad de convertir la lactosa y otros 
azucares en ácido láctico (Zúñiga, Santos, Castro, Hernández, Neira, & Sánchez ) 
Para la correcta identificación y clasificación de las BAL se utilizan diferentes técnicas 
moleculares, tales como sondas para hibridación in situ o universales como ribotipificación, 
las cuales son costosas. Por otro lado se encuentran los métodos más económicos y fáciles 
de realizar como son los fenotípicos clásicos (Zúñiga, Santos, Castro, Hernández, Neira, & 
Sánchez ) 
En 1928 comenzaron las primeras observaciones en las bacterias acido-lácticas, cuando se 
describió que ciertas cepas de Lactococcus  empleadas en la fabricación de quesos 
producían un efecto inhibidor del crecimiento de otras BAL y potencialmente podían 
inhibir el crecimiento de bacterias patógenas y nocivas para la conservación del queso 
(Rojas & Vargas). Las bacteriocinas fueron descubiertas por primera vez por A. Gratia en 
1925. Estuvo involucrado en el proceso de búsqueda de maneras de matar a las bacterias, 
que también resultó en el desarrollo de antibióticos y el descubrimiento de bacteriófago, 
todo dentro de un lapso de unos pocos años. Él llamó a su primer descubrimiento de un 
colicine porque mató a E. coli. Las bacteriocinas, son empleadas en la industria alimenticia 
para neutralizar agentes contaminantes de alimentos, potencialmente patógenos para el 
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hombre, sin modificar las propiedades del alimento. Asimismo, se ha demostrado que 
algunos géneros de BAL se unen a carbohidratos específicos de entero bacterias e inhiben 
su adhesión mediante agentes antimicrobianos y la producción de sustancias de bajo peso 
molecular, produciendo efectos tóxicos sobre otras bacterias al adherirse a receptores de sus 
superficies, por ello son consideradas de gran utilidad en la salud humana para prevenir 
toxo-infecciones e infecciones alimentarias, al inhibir la adhesión de patógenos por 
exclusión competitiva, disminuir la probabilidad de transmisión de patógenos a través de 
alimentos y mejorar las características sensoriales de los productos alimenticios (Fernández 
, Chanci, Wilches, & Cardona, 2008-2012) 
 
Bacteriocinas de Bacterias Ácido Lácticas 
Las bacteriocinas son péptidos con más de 60 aminoácidos, productos del metabolismo 
primario y/o secundario, con propiedades bactericidas contra otras especies estrechamente 
relacionadas con la cepa productora, sin embargo, recientemente este concepto se ha 
modificado ya que se han encontrado también acciones bactericidas contra cepas 
distanciadas filogenéticamente de la cepa productora8.Su actividad antimicrobiana se 
pronuncia en la fase logarítmica temprana y la fase estacionaria (Rojas & Vargas).  
Las bacteriocinas se pueden clasificar en dos grupos: Las bacteriocinas producidas por 
bacterias Gram-negativas y las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas. Las 
bacteriocinas más utilizadas dentro de la industria Láctea son las producidas por las 
bacterias Gram-positivas. (Suárez, 2007). 
Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas constituyen un grupo estructural 
y funcionalmente más amplio y muy heterogéneo. Existe una gran diversidad en cuanto a 
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su tamaño y al número de subunidades que componen la molécula activa, no siempre 
requieren de receptores específicos para su acción bactericida y sus determinantes genéticos 
pueden localizarse tanto en el cromosoma como en plásmidos. Todo ello ha llevado a 
redefinir el concepto de bacteriocina como agentes antimicrobianos de naturaleza peptídica 
cuya síntesis no es letal para la célula productora (Konisky, 1982). Dentro de las bacterias 
Gram positivas, las bacterias lácticas son un grupo especialmente rico en cepas productoras 
de bacteriocinas. Desde el descubrimiento de la nisina hasta nuestros días, se ha descrito la 
producción de bacteriocinas en organismos de todos los géneros de las bacterias lácticas. 
De Vuyst y Vandame (1994) citan hasta 89 bacteriocinas diferentes en función de sus 
características bioquímicas, estructura primaria, determinantes genéticos, rango de 
microorganismos inhibidos, modo de acción, etc2. 
Dentro de las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas se pueden distinguir 2 
grandes grupos a este respecto: i) aquellas que son activas frente a cepas o especies 
relacionadas (lactococinas A, B, M y G, lactacina B y helveticina J, entre otras) y ii) las que 
inhiben a un grupo mucho más amplio de microorganismos, entre los que se incluyen 
patógenos y alterantes de alimentos Gram positivos (nisina, pediocinas y lactacina F, entre 
otras) (Klaenhammer, 1988) Dentro de este último grupo, la nisina A, producida por 
Lactococcus lactis, fue el primer antibiótico Conocido. (Giraldo, Melendez, & Medina, 
2010) 
Clasificación de las Bacteriocinas  
La clasificación de las Bacteriocinas producidas por bacterias ácido lácticas  (BAL) fue 
propuesta por Klaenhammer en 1989. 
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Clase I 
Lantibioticos, denominados así por contener aminoácidos modificados como Lantionina o 
β-metil Lantionina. Con poca estabilidad al calor, péptidos policiclicos (< 5 KDa)7.Este 
grupo se subdivide en Lantibióticos del tipo A y B. 
Los Lantibióticos del tipo A, grupo al cual pertenece la Nisina, actúan mediante la 
despolarización de la membrana citoplasmática. Los Lantibióticos del tipo B, funcionan por 
medio de la inhibición enzimática. 
 
Clase II  
Grupo de aminoácidos no modificados, no lantibióticas, de pequeño tamaño (<10 KDa) y 
estables al calor.  
 
Clase III 
Son las bacteriocinas de mayor tamaño, no modificadas y sensibles al calor. Son de menor 
interés industrial. (Suarez Gea, 1997) 
Las bacteriocinas de las clases I y II han sido las más estudiadas debido a su abundancia, y 
posibles usos en la industria alimentaria (Suarez Gea, 1997). Considerando la diferencia en 
peso molecular se entiende que cada bacteriocina es diferente y que su uso en la industria 
alimentaria como preservantes depende del microorganismo o del patógeno que se desea 
controlar. 
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Clase IV 
 Bacteriocinas complejas. Son péptidos con una parte proteica y una o más fracciones 
lipídicas o glucídicas necesarias para su actividad biológica. Por tanto, esta clase incluye 
bacteriocinas que se consideran como glicoproteínas (lactocina S) o como lipoproteínas 
(mesenterocina 52). 
 
Clase V  
Bacteriocinas de estructura circular y no modificadas pos-
traduccionalmente. A esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina A. 
 
Bacteriocinas más representativas 
Nisina  
La nisina, fue la primer bacteriocina aislada a partir de la bacteria ácido láctica Lactococcus 
lactis Subs lactis descrita por Rogers en 1928, luego de observar que durante la maduración 
de unos quesos, determinadas cepas de lactococcus lactis inhibían el crecimiento de otras 
bacterias lácticas patógenas y que esta además no era perjudicial. Es la bacteriocina mejor 
caracterizada y es utilizada como conservador de alimentos; es la única reconocida por la 
FDA con la categoría GRAS (Generally Recognized As Safe). Se produce de forma natural 
en algunos productos lácteos y se utiliza en la producción de alimentos y como un aditivo 
en productos lácteos para prevenir la descomposición ocasionada por bacterias Gram 
positivas, especialmente de los géneros Clostridium, en quesos Staphylococcus, Bacillus y 
Lysteria (Maldonado y Llancas, 2007) (Suarez Gea, 1997) 
ESTADO DEL ARTE DEL AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS PRODUCTORAS DE 
BACTERIOCINAS PRESENTES EN LA MICROBIOTA AUTÓCTONA DEL QUESO FRESCO PRODUCIDO A PEQUEÑA  
	  
En Colombia por medio de la resolución 4125 de 1991 de Ministerio de Salud se regula que 
la nisina puede ser usada como conservante en cantidades máximas de 125 mg/kg, que 
corresponden a 5000 IU/ml (Ministerio de Salud, 2012). La nisina es producida 
industrialmente y comercializada como NISAPLIN® y como CHRISIN® (Montalban 
Lopez & Sánchez Hidalgo, 2007) 
La nisina es un péptido de 34 amino ácidos, de bajo peso molecular menor a 5 kDa, se 
produce de forma natural en algunos productos lácteos y se utiliza en la transformación de 
alimentos como aditivo para prevenir la descomposición ocasionada por bacterias Gram 
positivas. Es ácida por naturaleza por lo que es estable a pH ácidos; su solubilidad aumenta 
al aumentar la temperatura y disminuir el pH (Monroy et al., 2009). Su naturaleza peptídica 
permite su degradación por las enzimas digestivas, es inactivada rápidamente en el intestino 
y no puede detectarse en la saliva de humanos diez minutos después de haber consumido un 
líquido que la contenga, resultando así presuntivamente inocua para el consumidor y su 
microbiota intestinal y no produce cambios en las características organolépticas de los 
alimentos (Sierra Lopera).La síntesis de la nisina es compleja, requiere de procesos de 
transcripción, traducción, modificaciones post-traduccionales, secreción, procesamiento, y 
señales de transducción. Existen dos variantes de esta bacteriocina, la nisina A y la nisina 
Z, que difieren solamente en el amino ácido de la posición 27, la histidina en la nisina A 
cambia por asparagina en la nisina Z (Sangronis & García, 2007) 
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Es la bacteriocina mas caracterizada después de la nisina, es una bacteriocina producida por 
Pediococcus acidolactic, Pediococcus parvulus de origen vegetal y una cepa de L. 
plantarum aislada 
de queso, es utilizada como conservador en productos vegetales cárnicos y se ha observado 
una elevada actividad contra especies de Listeria. Dada su alta actividad contra especies de 
Listeria esta bacteriocina tiene un alto potencial para ser utilizado como conservador en 
alimentos lácteos (Fernández D. A., 2005). La pediocina PA- 1 es un péptido de 44 
aminoácidos que no se modifican postraducionalmente. Tiene carga neta positiva a pH 6,0 
y pH básico entre 8,6 y 10,13. 
La pediocina es activa frente a un gran número de bacterias Gram positivas relacionadas, 
tales como algunas especies de los géneros Lactococcus, Lactobacillus y Enterococcus. 
También posee actividad frente a otras bacterias Gram positivas más lejanas 
filogenéticamente, entre las que se encuentran las responsables de algunas toxinfecciones 
alimentarias como el Bacillus, la Brochotrix, la Listeria y el Staphylococus. Con respecto a 
las bacterias Gram negativas, sus cubiertas celulares impiden el acceso de las bacteriocinas 
a la membrana plasmática. Sin embargo, tal como ocurre con la Nisina, es suficiente alterar 
la permeabilidad de sus membranas externas para permitir la acción antimicrobiana de las 
bacteriocinas (Díez Aldama L. , 2011) 
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Plantaricinas  
Son bacteriocinas del grupo IIb producidas por Lactobacillus plantarum que tienen 
actividad antimicrobiana cuando interactúan como un sistema de 2 péptidos .La síntesis de 
la plantaricina es sumamente compleja, está regulada por la acción de 5 operones con 21 
genes diferentes, existen un sin número de reportes que asocian a la existencia de plásmidos 
para la producción de esta bacteriocina (Maurad, 2007).La actividad antimicrobiana de los 
péptidos individuales es pobre, sin embargo, su potencia aumenta aproximadamente 1000 
veces cuando se combina con sus péptidos afines, plantaricina E con plantaricina F y 
Plantaricina J con plantaricina K . Ambas bacteriocinas muestran espectros de inhibición 
relativamente estrechos, siendo en su mayoría activos frente a especies de lactobacilos (por 
ejemplo, L. plantarum, L. casei, L. sakei, L. curvatus), además de un número de otras 
bacterias Gram-positivas estrechamente relacionado con el productor L. plantarum (por 
ejemplo, Pediococcus pentosaceus y P. acidilactici) (Diep, 2009). 
La plantaricina A es un péptido sin modificaciones postraduccionales, el espectro 
antimicrobiano es relativamente estrecho, y comprende principalmente diferentes de 
Lactobacillus , especies tales como L. casei , L. sakei y L. viridescens , además de L. 




Es una bacteriocina producida por Caernobacterium divergens LV13 que se caracteriza por 
poseer un sistema de secreción que involucra la presencia de un péptido señal. Con un peso 
molecular de 4.6 kDa, la divergicina A es un péptido pequeño, de naturaleza hidrofóbica y 
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termoestable. A diferencia de las bacteriocinas de la clase II que tienen un sitio de 
rompimiento característico Gli-Gli, esta bacteriocina posee en su extremo N-terminal un 
sitio de rompimiento Ala-Ser-Ala y actúa como péptido señal para el uso del sistema de 
secreción de la célula(Maldonado y Llancas,2007). 
La divergicina no tiene efecto inhibidor frente a otras bacterias ácido lácticas excepto 
Carnobacterium spp., por lo tanto puede ser útil con los alimentos que tienen flora láctica 
deseables. Debido a su potente actividad antilisterial, la divergicina puede tener una 
aplicación potencial como bioconservante para mariscos ligeramente conservado donde la 
Listeria podría ser un problema grave, ya que podía tolerar condiciones de refrigeración, 
incluso en presencia de altas concentraciones de sal (Tahiri, 2009) 
Helveticina J 
Esta bacteriocina es producida por Lactobacillus helveticus, microorganismo que se 
encuentra de manera natural en quesos madurados. La bacteriocina presenta actividad 
antibacterial contra especies relacionadas como: L. helveticus, L. jugurti, L. bulgaricus, L. 
Lactoc y L. lactisoccus lactis (Zhang, 2013).Es una proteína de 37 kDa termolábil (30 min a 
100◦C) y el gen que la produce se localiza en el DNA cromosomal. Poco se conoce de las 
características bioquímicas de la bacteriocina y de su modo de acción (Cintas, Casaus, 
Herranz, & Nes, 2001) 
Biosíntesis y secreción de las bacteriocinas 
La secreción de las bacteriocinas esta correlacionada con el aumento de la biomasa como 
consecuencia del crecimiento de la cepa productora y de su actividad fisiológica, por otro 
lado, el control del pH a lo largo de la fermentación puede resultar en valores mas altos de 
ESTADO DEL ARTE DEL AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS PRODUCTORAS DE 
BACTERIOCINAS PRESENTES EN LA MICROBIOTA AUTÓCTONA DEL QUESO FRESCO PRODUCIDO A PEQUEÑA  
	  
actividad ( de Vuyst y Vandame, 1994). Las bacteriocinas son sintetizadas en los ribosomas 
a partir de transcritos procedentes de la expresión del correspondiente gen estructural. Las 
bacteriocinas son secretadas a través de la membrana citoplasmática por medio de 
transportadores específicos de tipo ABC (Stoddard, Van Belkum, Petzel, Kok, & McKAY, 
19582-1961). Estos complejos proteicos presentan dos dominios claramente diferenciados: 
Un dominio de unión a ATP en el extremo carboxilo, donde se genera la energía necesaria 
para el transporte mediante hidrólisis de ATP y una región hidrofóbica e integrada en la 
membrana en el extremo amino que reconoce y transporta el sustrato (Fath & Kolter , 
1993). Los transportadores ABC de las bacteriocinas de la clase II contienen, además, un 
dominio con actividad proteolítica en su región amino que reconoce específicamente la 
secuencia consenso Gly-2-Gly-1 . Por lo tanto, estos transportadores tienen una doble 
función: translocar la bacteriocina al exterior y actuar como peptidasas específicas (Kupke 
& Götz, 1996) 
Modo de Acción de las Bacteriocinas 
Las bacteriocinas inhiben patógenos y microorganismos alterantes de alimentos mediante la 
perturbación y desestabilización de la permeabilidad selectiva de las membranas 
plasmáticas por medio de la formación de poros transitorios o canales iónicos de dichas 
células provocando una inmediata liberación de iones, compuestos de bajo peso molecular 
y del ATP intracelular, lo que ocasiona desordenes metabólicos al disipar la fuerza protón 
motriz (PFM) la cual es un gradiente electroquímico compuesto de un potencial de 
membrana y de pH, necesaria para llevar a cabo gran parte de los procesos dependientes de 
energía del metabolismo celular, que como resultado inhiben la generación de energía y la 
síntesis de macromoléculas, lo que supone finalmente la muerte celular (Fernández B. , 
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1996) (Rojas & Vargas). Los principales componentes químicos de las bacteriocinas son 
aminoácidos cargados positivamente como arginina y glicina que pueden interactuar con 
las membranas celulares de bacterias o células facilitadoras (Camargo, Gómez , & Salazar , 
2009). 
La actividad antibacteriana de las bacterias ácido lácticas se manifiesta en la fase 
logarítmica temprana y la fase estacionaria, por lo que a la hora de aplicar tratamientos con 
bacteriocinas es importante considerar las etapas de velocidad máxima, con el fin de 
aumentar la efectividad del proceso (Camargo, Gómez , & Salazar , 2009) (Rojas & 
Vargas). Las BAL productoras de bacteriocinas se auto protegen de la toxicidad de sus 
compuestos mediante una proteína de inmunidad codificada en el mismo operón de la 
bacteriocina, regulada por sistema de transducción de señal de tres componentes (Rojas & 
Vargas). 
La resistencia de los microorganismos a las bacteriocinas se da por la composición y 
distribución de los fosfolípidos de la membrana celular la cual influye en la eficiencia de la 
asociación de la bacteriocina con el citoplasma, su inserción y la formación del poro (Rojas 
& Vargas). Otro tipo de resistencia ejercida por las bacterias  Gram Negativas, que 
contienen en su membrana externa  lipolisacáridos y no fosfolípidos, los cuales actúan 
como barrera permeable contra macromoléculas y solutos hidrofóbicos como las 
bacteriocinas, lo que las hace más resistentes y permite llegar a la conclusión de que las 
bacteriocinas ejercen su acción ante bacterias Gram-Positivas (Camargo, Gómez , & 
Salazar , 2009). Para evitar la resistencia estas bacterias productoras de bacteriocinas usan 
mezclas de estos péptidos, lo que evidencia la falta de estudios sobre su acción y la mejor 
mezclas de bacteriocinas que tengan un mayor espectro de inhibición (Rojas & Vargas). 
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La nisina es una bacteriocina de 34 aminoácidos producido de forma natural por la bacteria 
Lactococcus lactis spp. La producción de nisina por Lactococcus lactis spp Está regulada 
por un mecanismo denominado percepción en quórum a nivel transcripcional en el que la 
nisina actúa como una molécula inductora. Se emplea como aditivo aprobado por la Food 
and Drug Administration (FDA). Es un aditivo considerado como seguro ya que es atoxica 
porque se inactiva con las enzimas digestivas del hombre (Maldonado & Llanca , 2007)  
Ventajas e importancia del Uso de Bacteriocinas en Alimentos 
Su incorporación en los alimentos permite reducir el uso de conservantes  y aditivos 
químicos, por ser resistentes al calor, la alta acidez, y la baja actividad del agua que sufren 
los alimentos durante su fabricación y almacenamiento, pueden ser usados para incrementar 
la vida útil de los alimentos sin afectar sus condiciones organolépticas (Suárez, 2007). Por 
otro lado son inocuas para el consumidor y su microbiota intestinal gracias a su naturaleza 
peptídica que permite la degradación por las enzimas digestivas. (Fernández B. , 1996) 
Adicionalmente, las bacterias ácido lácticas ofrecen la posibilidad de producir bacteriocinas 
in situ, durante el proceso de fabricación evitando la adición directa de una preparación 
pura de la bacteriocina, que implicaría un mayor gasto económico, a pesar de que su 
purificación es relativamente fácil requiere de mucho tiempo debido a la baja cantidad 
producida por el microorganismo (Fernández B. , 1996) (Camargo, Gómez , & Salazar , 
2009) En algunos casos, su espectro de acción incluye a los potenciales patógenos y 
alterantes asociados a los alimentos (B. cereus, S. aureus, L. monocytogenes, Clostridium, 
etc.)  (Díez Aldama L. , 2011) 
Desde un punto de vista aplicado, las bacteriocinas pueden ser usadas como ingredientes 
bioactivos en polvo para alimentos, como péptidos purificados, semipurificados o a través 
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de cultivos lácticos productores de bacteriocinas. En cualquier caso, el uso de las 
bacteriocinas como una eficaz barrera requiere de una tecnología en la cual actuarían 
diferentes factores antimicrobianos tradicionales (pasteurización, pH, preservantes), 
sinergísticamente con nuevas tecnologías (atmósfera modificada, envasado, altas 
presiones), cuyos sistemas en conjunto inducirían una acción letal sobre la bacteria que se 
quiere inhibir (Martin Katusic, 2002) 
Una preocupación acerca del uso de bacteriocinas para la preservación de comida es la 
selección de cepas resistentes. Estudios con LAB han mostrado la generación de cepas 
resistentes a la actividad de bacteriocinas después de haber expuesto la cepa sensible a 25 
ciclos de crecimiento sucesivo en presencia de la bacteriocina. El tratamiento con una 
combinación de bacteriocinas, por ejemplo nisina y bacteriocina de clase IIa podrían 
reducir teóricamente la incidencia de resistencia (Riley, 2000) 
Métodos de Aislamiento 
Para aislar las cepas de Lactococcus lactis ssp. Se toman muestras de diferentes lotes de 
quesos producidos a pequeña escala, de la parte central del queso se toman 10 g con un 
bisturí previamente flameado, es homogenizado en 90 mL de agua fisiológica estéril (en 
una licuadora, o stomacher). Diluciones seriadas hasta 10–8 del homogenado, se sembraron 
por duplicado en placas de Petri conteniendo medios selectivos como M17 para bacterias 
ácido lácticas. Normalmente, los medios de cultivo más utilizados para aislar bacterias 
lácticas son: en este caso el M17 para Lactococcus spp. Se ha observado que cambiando 
alguna condición del medio utilizado para aislar una especie en particular, este sirve para 
otra, por ejemplo M17 es utilizado a 27ºC para aislamiento de S.Thermophilus y a 25ºC 
para lactococcus spp. Estas placas fueron incubadas en condiciones de microaerofília 
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durante 48 h a 37°C, las colonias seleccionadas fueron crecidas en caldo Elliker o MRS y 
conservadas a –20°C en el mismo caldo con 30% de glicerol haciendo el papel de crio 
protector. Los preinóculos de las cepas de interés seleccionadas para ensayos posteriores, se 
incubaron en caldo MRS o Elliker a 37°C durante toda una noche. Después del crecimiento 
de las colonias se observó la pureza de la cepa mediante tinción de Gram y pruebas de 
catalasa y oxidasa, además de considerar las características morfológicas típicas de las BAL 
(Zúñiga, Santos, Castro, Hernández, Neira, & Sánchez ) 
Estimación de actividad bactericida de Lactococcus lactis sp. 
La actividad bactericida se evaluó con el método de difusión en disco en agar Mueller-
Hilton inoculado con la cepa (problema) indicadora correspondiente. En la superficie del 
agar se depositaron discos de papel de filtro de 7 mm de diámetro y tamaño de poro de 100 
µm, previamente esterilizados. Los discos fueron impregnados con 20 µl de Lactococcus 
lactis y las cajas incubadas durante 18 h a 37oC. La actividad se expresó como la 
diferencia, en milímetros, entre el radio del halo de inhibición y el radio del disco de papel 
filtro. Las cepas (problema) indicadoras utilizadas fueron: Clostridium tyrobutyricum, 
Salmonella tiphy, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli 
(Zúñiga, Santos, Castro, Hernández, Neira, & Sánchez ). El blanco utilizado para esta 
prueba fue nisina obtenida de manera comercial impregnada en los discos. El efecto 
antibacteriano se detectó por la presencia de halos de inhibición mayores a 1 mm alrededor 
de las colonias indicadoras. (De la Fuente Salcido N, 2010.), 2 
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Detección e identificación de las bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis sp.: 
Pruebas genéticas 
Las técnicas de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o de hibridación DNA- DNA, 
(Sout-hern blotting) son pruebas genéticas de uso rutinario que permiten determinar si una 
bacteria posee el potencial genético de codificar una determinada bacteriocina. Estas 
pruebas tienen entre sus ventajas su elevada especificidad y sensibilidad y son de utilidad 
para determinar la 
Presencia del gen estructural de una bacteriocina conocida en un gran número de cepas. Sin 
embargo, la detección del gen estructural de una bacteriocina en un organismo hospedador 
no implica conocer y cuantificar su producción (Londoño, 2013) 
Pruebas inmunológicas 
Las pruebas inmunológicas constituyen métodos útiles para la detección y cuantificación de 
bacteriocinas. La mayoría de estas pruebas se basan en la transferencia del antígeno a una 
superficie inerte para que, una vez fijado a la superficie, pueda ser reconocido por un 
anticuerpo específico; el complejo antígeno- anticuerpo formado se detectará 
enzimáticamente. En general, los ensayos inmunoenzimáticos permiten la detección y 
cuantificación de estas sustancias en diferentes sustratos, ya sean los sobrenadantes de los 
cultivos de los microorganismos productores o los alimentos en los que se encuentran. 
En función del tipo de muestra utilizada para detectar el antígeno, en este caso la 
bacteriocina, las técnicas inmuno enzimáticas pueden dividirse en dos grandes grupos: 
a) Ensayos de transferencia de células y su posterior reconocimiento inmunológico, como 
la prueba de “Colony immunoblotting”. 
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b) Ensayos basados en la transferencia de bacteriocinas semipurificadas. Dentro de este 
grupo, existen distintas técnicas, según la transferencia y superficie inerte utilizada para la 
fijación de los antígenos, como por ejemplo: “Western blotting”, basada en la transferencia 
electroforética de las bacteriocinas a una membrana de nitrocelulosa; el “Spot 
immunoblotting”, que es la transferencia directa de las bacteriocinas a una membrana de 
nitrocelulosa; y la técnica ELISA, que se lleva a cabo mediante la transferencia directa a 
placas de poliestireno (Martinez, 2000) 
Conclusiones 
La proporción de las Bacterias Acido Lácticas productoras de bacteriocinas en la 
microbiota autóctona del queso fresco producido a pequeña escala es medianamente baja 
pero realmente eficiente frente a los patógenos que se buscan aislar, además las 
investigaciones de péptidos antimicrobianos procedente de múltiples organismos y sus usos 
son un campo de acción enorme. El uso de bacteriocinas como persevantes naturales en la 
industria alimentaria es ideal ya que posee características bioquímicas que pueden resistir a 
cambios de pH, la baja actividad del agua, y tratamientos térmicos que sufren durante su 
almacenamiento. Por otro lado hay que resaltar que debido a su composición peptídica 
permite la degradación por las enzimas digestivas, resultando inocuas para el consumidor y 
su microbiota intestinal. Pero también posee limitaciones en cuanto a su uso, una de ellas es 
su estrecho espectro de actividad antimicrobiana, debido a su bajo poder de acción frente a 
las bacterias Gram-negativas y levaduras, además de la existencia de cepas resistentes por 
esta razón se deben utilizar bacteriocinas por métodos combinados. 
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